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La prSsente invention conceme un precede de preparation de pdynudfetades sur support so de 
dans un reacteur en forme de colonne a travers laquelle on fait arculer les solutions de reactifs etfou 
solvants, caracterise en ce que la phase solide constituant ledit support solide est imrnobilisee dans 
ledit reacteur, et lesdites solutions migrent dans la colonne et * travers la phase solide selon une 
progression frontale. de sorte que les solutions successives de chaque etape dun cycle de synthase ne 

S \^p a S egalement pour objet un reacteur constitue par une colonne enticement 

remplie par des particules de matiriaux poreux constituant le support solide, et un dispositif de 
synthase incluant un tel reacteur. 
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La presente invention concerne un procede de preparation de polynucleotides sur support solide. La pr6- 
sente invention concerne egalement un reacteur contenant un support solid et un dispositif incluant ce r6ac- 
teur utiles dans le procede de preparation de polynucleotides selon I'invention. 

La synthase de polynucleotides sur support solide est particulierement utilis ' dans les syntheses auto- 
5 matisees d'oligonucieotides d'ADN ou ARN. Dans la presente demande, on ent nd par n polynucl6otides n des 
fragments d'acides desoxyribonucieiqu s ou d'acides ribonucieiques, ou, plus generalement, des polynucleo- 
tides ou oligonucleotides ou les bases, li ns phosphates inter-nudeotidiques, ou encor I s cycles riboses des 
bases, peuvent §tre modifies chimiquement de fagon connue. II peut s'agir notamment d'oligonucieotides 
d'anomeries a ou 0, d'oligonucieotides de lien internucleotidique du type phosphorothioate ou methyl phos- 
w phonate, ou encore d'oligothionucieotides. 

Le but de I'invention est ('amelioration des performances des methodes existantes de synthase d'oligo- 
nucieotides. 

La methode selon la presente invention consiste en une modification des appareils et parametres d la 
synthase organique af in d'en ameliorer la productivity. 

15 Les ameliorations s'exercent, en particulier, sur la duree et les consommations de react if s necessaires d 

('execution d'une synthase. 

Le principe de la synthase chimique des acides nucleiques sur support solide est, aujourd'hui, largement 
decrit dans la litt^rature specialisee, et un certain nombre d'appareils sontdisponibles sur le marches qui exe- 
cuted automatiquement tout ou partie des eta pes de la synthase. Parmi les voies chimiques decrites, seul 

20 la methode dite des phosphoramidites (Caruthers et col : EP 0 035 719 B1) presente k ce jour une efficacite 
suffisante pour envisagerla production d rechelle industrielle des acides nucleiques. 

La preparation d'oligonucieotides ou de polynucleotides est real i see dans un reacteur contenant un sup- 
port solide et comprend le traitement du support solide tel qu'un suport polymerique inorganique par une s6ri 
d'etapes successives, chacune des series conduisant k I'addition d'un nouveau nucleotide sur le support. Les 

25 series d'etapes successives, ou cycles de synthase, sont effectuees autant de fois que le necessite la fabri- 
cation d'un oligonucleotide ou d'un polynucleotide de longueur souhaitee. 

Dans un procede de synthase de polynucleotides sur support solide, le support solide est constitue tra- 
ditionnellement des billes de verre & porosite controlee (CPG) ou, plus generalement, de particules d'un po- 
lymere mineral ou organique fonctionnalise. 

30 Les techniques classiquement mises en oeuvre impliquent ('utilisation de huit r6actifs diff6rents comm 

supports solides, constitues par ledit polymere mineral ou organique fonctionnalise, lie & un nucleoside A, T, 
C, G, ou U, selon que la sequence & preparer comporte comme premier deoxyribo- ou ribo nucleotide A, T, C, 
G, ou U. Les constructeurs fournissent done des reacteurs ou I'un de ces nucleosides a ete pr6alablement 
attache au support. Selon que la sequence commence par A, T, C, G, ou U, on choisitdonc le r6acteur a ppro- 

35 prie. L'eiongation de ce premier nucleoside se fait ensuite dans le sens 3' -> 5', ou 5' -» 3', gr§ce & des reactifs 
de couplage. 

De nombreux supports ont dejd ete decrits dans la literature pour la synthase en phase solide d'oligonu- 
cieotides. 

On cite des polymeres organiques teis que polystyrene (Nucieic A. Res. 1980, volume 8), la polyacrylamid 
40 acryloylmorpholide, le polydimethylacrylamide polymerise sur kieselguhr (Nucleic Ac. Res. 9(7) 1691(1980)). 
D'autres supports decrits sont de nature inorganique, en particulier d base de silice fonctionnalise par un 
radical hydrocarbone portant un groupe NH 2 et/ou COOH (JAM. Chem., 105, 661 (1983), ou le support & bas 
de silice fonctionnalise par un groupement 3-aminopropyltriethoxysilane dont ['utilisation en synthese phos- 
phite et phosphoramidite pour la preparation d'oligonucieotides a ete decrite pour la premiere fois dans le brev t 
45 europeen n° 003571 9. 

II est connu, dans les demandes de brevet en France FR 93 08498, et PCT/FR94/00842 un procede d 
synthese d'oligonucieotides en phase solide dans lequel on utilise un support dit "universel", e'est-d-dire un 
support solide que Ton peut utiliser quel que soit le premier nucleotide de TARN ou I'ADN & synthetiser, quel 
que soit le type de react if monomere utilise pendant la synthese, e'est-a-dire quel que soit le type de substi- 
so tution sur le groupement phosphate en 3', ou en 5' selon que Ton fait la synthese dans le sens 5' 3', ou 3' 
5'. 

En particulier, on peut obtenir runiversalite" des supports en phase solide grace k une fonctionnalisation 
du polymere mineral ou organique avec un radical hydrocarbone com portant des groupes du type glycol dans 
lesquels un groupe OH et un groupe nucieophile se trouvent en position vicinale, c'est-&-dire sur deux carbones 
55 adjacents, & I'extremite du radical hydrocarbone, ces deux carbones pouvant gtre ' ventuellement substitues 
par des groupes inertes. On entend ici par "groupe inerte" un groupe qui ne reagit pas dans les conditions ren- 
contres lors des differentes etapes de la synthese sur support solide d'acides nucleiques selon ('invention. 

Dans un mode de realisation particulier, un procede de synthese d polynucleotides comprend les etapes 

2 
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suivantes d : 

1) condensation du group OH en 5' ou 3' du premier nucleotide ou d'un oligonucieotid reh6 e son autre 
extremity 3' ou 5' au dit support solide, & I'aide d'un agent de couplage, avec le groupement phosphate 
eventuellement substitue respectivement en position 3' ou 5' d'un reactif monomere nucieotidique protege 

5 en 3' et 5'; 

2) oxydation ou sulf uration du lien internucteotidique du type phosphite obtenu & I'etape 1 ) en un hen phos- 
phate respectiv m nt. 

3) d6protection de I'extremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu £ l'6tape 2); 

4) repetition des etapes 1) a 3) autant de fois que de nucleotides a ajouter pour synthetiser I'acide nuclei- 
10 que. 

Les etapes ci-dessus conduisent £ un oligonucleotide reli6 au support solide. Le procede comporte un 
etape finale de decrochage de I'acide nucieique du support et elimination des groupes protecteurs des bases 
et, le cas echeant, des positions 2'-0 de I'acide nucieique. 

Dans les techniques ou le support solide est d6j£ relie k un premier nucleoside correspondent au premier 
is nucleotide de la sequence $ preparer, avant le commencement des cycles de synthase, ledit support comporte 
en general une protection en 5' ou 3' dudit nucleoside. Dans ce cas, le cycle de synthese commence par une 
etape de deprotection en milieu acide, en general une detrylylation. 

Selon les variantes les plus couramment utilisees, ledit reactif monomere nucieotidique repond a la for- 
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mule : 




dans laquelle : 

- A represente H ou un groupement hydroxyle eventuellement protege, 

- B est une base purique ou pyrimidique dont la fonction amine exocyclique est eventuellement protegee, 
35 - C est un groupe protecteur conventionnel de la fonction 5'-OH, 

- x = O ou 1 avec 

a) lorsque x = 1 : 

. R 3 represente H et R4 represente un atome d'oxygene charge negativement, ou 
. R 3 est un atome d'oxygene et R 4 represente soit un atome d'oxygene, soit un atome d'oxygene 
40 porteur d'un groupe protecteur, et 

b) lorsque x = 0, R 3 est un atome d'oxygene porteur d'un groupe protecteur et R4 est soit un halogene, 
soit un groupe amine disubstitu6. 

- Lorsque x est egal a 1, R 3 est un atome d'oxygene et est un atome d'oxygene, il s'agit alors de la 
methode dite aux phosphodiesters, lorsque R4 est un atome d'oxygene porteur d'un groupement pro- 

45 tecteur, il s'agit alors de la methode dite aux phosphotriesters. 

- Lorsque x est 6gal 1, R 3 est un atome d'hydrog6ne et R 4 est un atome d'hydrogene et R 4 est un atom 
d'oxygene charge negativement, il s'agit alors de la methode dite aux H-phosphonates, et 

- Lorsque x est egal a O, R 3 est un atome d'oxygene porteur d'un groupement protecteur et R4 est soit 
un halogene, il s'agit alors de la methode dite des phosphites et, lorsque R4 est un groupe partant du 

50 type amine disubstitue, il s'agit alors de la methode dite des phosphoramidites. 

Les etapes d'un cycle de synthese par la methode aux phosphoramidites sontclassiquement les suivantes: 
1) condensation de I'hydroxyle 5' terminal d'un nucleoside ou d'un oligonucleotide fix6 de fa?on covalente 
au support solide avec un compose de type phosphite suivant la reaction: 
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2) oxydation de la liaison phosphite obtenue en phosphate suivant la reaction: 

O B ^ .O. 8 



solution (Foxydadoa 



NCCHjC^i 





NCCHjCHjCk^ / 



O A 




© 



© 



3) blocage des groupements hydroxyles des nucleosides n'ayant pas r6agi; 

4) liberation de I'hydroxyle 5' terminal du dernier nucleoside afin de gen6rer un site actif pour le cycle d 
45 synthase suivant. 

Chaque nucleotide est ajoute sequentiellement sur le support par repetition des etapes 1 a 4. A la fin de 
la synthase, ('oligonucleotide est separe du support et libere de ses groupements protecteurs par une reaction 
d'hydrolyse menagee. 

Les synthetiseurs commerciaux specialises dans la synthese d'oligonucieotides sont concus afin de rea- 
50 User automatiquement les etapes de synthese ci-dessus decrites. Ces synthetiseurs sont composes gen£ra- 
lement d'un reacteur contenant le support solide d'un melangeur de reactifs, d'un ou plusieurs bloc(s) de se- 
lection des reactifs et des recipients contenant lesdits reactifs. Les etapes de la synthese sont effectuees par 
I'addition successive des reactifs selectionnes dans le reacteur. Le plus souvent, le support solide est lave par 
d I'acetonitrile apres chaque etape. 
55 Le support solide n'est pas immobilise et il n'occupe pas le volume entier du reacteur mais, en general, 

la moitie seulement du volume du reacteur, et en tout cas pas plus des trois-quarts, de maniere a permettr 
une bonne agitation de la phase solide. 

Le reacteur, tel qu'il est utilise sur les synthetiseurs commerciaux, a une forme de recipient traverse par 
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le flux des reactifs qui provoqu I'agitation (ou la fluidisation) du support solide. On considere en effet que 
I'agitation de la phase solide est ess ntielle car elle permet une meilleure penetration des solvants et reactifs 
dans les pores de la phase solide constituee en general de billes poreuses ou de membranes poreuses (voir 
Methods in Molecular Biology : Protocols for Oligonucleotides and Analogs -Synthesis and Properties - Edited 

5 by SudhirAgrawal - 1993- Humana Press, Totowa, New Jersey, pages 442-444 et 454 ). 

Le melangeur est situe en amont du react ur. relie a celui-ci par une canalisation. Les blocs de selections 
d s reactifs sont compos ' s generalem nt d'electrovannes et permettent I'ouverture selective des entrees/sor- 
ties du circuit hydraulique ainsi que des voies de cheminement des reactifs. La cohesion du systeme hydrau- 
lique est assuree par une serie de tubes ou capillaires connectes de maniere adequate. II est recommande 

w d'installer I'appareillage dans un local climatise a 20°C. temperature a laquelle les reactions sont conduites. 
Si I'ef f icacite des reactions est suf f isante dans ces conditions, la duree des reactions et I'exces necessaire 
de reactifs pour effectuer un bon lavage par dilutions successives, sont les principaux inconvenients des 
synthetiseurs tels que decrits ci-dessus. En roccurrence, les consommations de reactifs et la duree des 
syntheses sont tres superieures aux valeurs calculees sur la base des lois connues de la synthase organiqu . 

is Ces inconvenients etaient attribues au facteur limitant que constitue la vitesse de diffusion des reactifs dans 
les pores. 

On a decouvert selon la presente invention que c'est principalement la geometne du reacteur de type re- 
cipient, dans lequel les particules libres du support solide sont agitees selon le principe de reaction en phase 
"pseudo-liquide", qui comporte de nombreux inconvenients. 
20 On a egalement decouvert que plusieurs autres parametres sont egalement en cause qui diminuent consi- 
derablement la productivite des synthetiseurs: 

- les reactifs utilises pour I'etape d'oxydation (solution iode, tetrahydrof urane, lutidine, eau) se degradent 
au cours du temps, et la baisse de reactivite consecutive induit rapidement une diminution de I'eff icacite 
de la synthese ; 

25 - I'absence de thermostatisation du reacteur et des reactifs conduit a la perte de reproductibilite des 
syntheses. 

Le systeme hydraulique lui-meme comporte souvent des volumes morts non-utilisables. Le temps passe 
par les reactifs dans ces volumes morts et dans la chambre de melange, en particulier lors de I'activation du 
phosphoramidite par I'agent de couplage, limitent la reactivite des especes transitoires formees. 
30 C'est pourquoi la presente invention concerne un ensemble de modifications apportees au systeme ci- 
dessus decrit, ayant pour effet Amelioration de la productivite par le biais de la diminution des consommations 
de reactifs et des durees de synthese. _ 

La caracteristique essentielle du procede selon la presente invention se rapporte a ('immobilisation de la 
phase solide ou au mode de remplissage du reacteur par la phase solide. 
35 La presente invention a en effet pour objet un procede de preparation de polynucleotides sur support sol.de 
dans un reacteur en forme de colonne a travers laquelle on fait circulerles solutions de reactifs et/ou solvants, 
caracterise en ce que la phase solide constituant ledit support solide est immobilisee dans ledit reacteur, et 
lesdites solutions migrent dans la colonne et a travers la phase solide selon une progression frontale, de sorte 
que les solutions successives de chaque etape d'un cycle de synthese ne se melangent pas. 
40 La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation de polynucleotides sur support 
solide dans un reacteur en forme de colonne a travers laquelle on fait circuler les solutions de reactifs et/ou 
solvants, caracterise en ce que le reacteur est une colonne entierement remplie de particules d'un matenaux 
poreux constituant ledit support solide. 

Dans ce mode de realisation oil le support solide est constitue de particules libres d'un matenau poreux 
45 remplissant une colonne, les particules sont egalement immobilisees. L'immobilisation resulte en effet de ce 
qu'on entend ici par "colonne entierement remplie" que le taux de remplissage en particules et la densite d 
repartition des particules dans la colonne sont tels que les particules sont suff isamment tassees de sorte qu el- 
les ne peuvent plus se mouvoir lorsque la colonne est traversee par un liquide. 

II peut s'agir d'une partie seulement de la colonne qui est entierement remplie pourvu que les particules 
so du support solide soit maintenue par des moyens appropries dans ladite partie de la colonne. 
Dans un mode de realisation avantageux, la colonne aura une forme cylindrique. 
On propose ainsi, pour la premiere fois, d'utiliser un reacteur de type "colonne de chromatographie", c'est- 
a-dire une colonne constituee d'un tube cylindrique entierement rempli par la phase solide. 

Ce type de colonnes, remplie de maniere homogene avec le support solide, offre plusieurs avantages: 
55 I s differentes solutions qui se succedent dans le reacteur ne se melangent pas, ou peu, il n'y a done pas de 
phenomene de dilution des solutions par le reactif precedent et le lavage consecutif a chaque etape du cycle 
de synthese s'en trouve tres facilite. Selon le principe des colonnes de chromatographie, les solutions suc- 
cessives introduites a une extremite de la colonne migrent selon une progression frontale, de sorte qu'une 
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solution "pouss " la precedents 

On a en effet observe que les phases solides utilisees dassiquem nt en synthese oligonucleotidtque sur 
phase solide sont telles qu ('affinity et les interactions physico-chimiques des diff6rents reactifs et solvants 
utilises sont negligeabl s t n'interferent pas sur leur diffusion a trav rs la phase solide autrement par les 

5 reactions chimiques souhaitees. 

II convi nt de mentionner que, bien entendu. dans la zone d'interface entre les solutions, il peut s produire 
local erne nt un peu de melange entre les solutions quand les debits de circulation des solutions sont importants. 
Toutefois ce melange, localise £ interface, est sans commune mesure avec ce qui est observe dans les pro- 
cedes anterieurs pour lesquels les lavages etaient bas6s sur le principe de dilution par melange des solutions 

10 successives. 

Contrairement au module classique, ces r6acteurs permettent done de diminuer notablement les volumes 
de r6actifs n6cessaires. Les debits utiles sont ajustes en fonction des constantes de diffusion et de la cinetique 
des reactions mises en jeu. La duree des cycles de synthase s'en trouve considerablement diminude. Pour 
chaque type de particules, en fonction de sa porosite, le debit des reactifs d travers la colonne ne doit pas 
15 depasser une certaine valeur au-del& de laquelle les reactifs ne diffusent plus d I'interieur des pores. II s'agit 
d'un phenomene bien connu en chromatographie. 

En outre, au sein du reacteur et quelle que soit sa taille, les conditions sont localement toujours identiques. 
Le systeme peut done etre applique & toutes les 6chelles de synthase. 

En particulier, on cite les materiaux constitues de polymeres inorganiques, notamment de verre, de silice, 
20 d'oxydes m6talliques, ou de polymgres.organiques, notamment de la cellulose, ou du polystyrene 6ventuel- 
lement substitue. 

De preference, le polymere est un polymere mineral constitue h base de verre ou de silice, notamment 
un gel de silice* 

Lesdites particules peuvent etre constitutes de microbilles ou de micro-fibres agglom6r6es. 
25 De preference, dans le reacteur selon la presente invention, on utilise comme particules du support solide 

des microbilles poreuses, ce qui fournit la surface fonctionnalis6e la plus importante en termes de poids de 
nucleosides lies au polym6re par poids de polymeres. La taille des billes peut aller de 5 um a 500u., plus g6- 
neralement de 40 u.m & 70 urn. Les pores peuvent eventuellement traverser de part en part les microbilles. Le 
diametre des pores peut varier entre 200 A et 10.000 A. On peut avoir recours d deux tailles de pores avec 
30 de larges pores (environ 10.000 A) et des pores plus petits (300 A). Ce type de pores a taille variable favorise 
la diffusion des solutions d travers la phase solide. 

Le r6acteur selon la presente invention permet d'exploiter au mieux les lois connues de la diffusion et de 
la cinetique des reactions chimiques bimoleculaires selon lesquelles les reactifs en solution diffusent tres ra- 
pidement dans les pores du support solide et la cinetique de condensation du nucleoside libre sur Textremite 
35 5'OH de ('oligonucleotide fixe au support est quasi-instantanee. 

Le controle de la temperature du r6acteur et des reactifs est une autre caracteristique essentielle de la 
presente invention qui n'existe, & ce jour, suraucun synthetiseur du marche. 

La temperature de travail est Tun des parametres qui influencent directement et simultanement la cineti- 
que des reactions chimiques mises en jeu, mais aussi la stability des reactifs et la viscosite des solutions. 
40 A I'encontre de tous les prejuges qui pretendent que la synthese des oligonucleotides diminue I'eff icacite 

au-dessus de 30°C, on preconise selon la presente invention de thermostater le reacteur & une temperature 
optimale de 45°C. La mail rise de la temperature du systeme permet d'agir sur la cinetique des reactions chi- 
miques mises en jeu ainsi que sur la viscosite des solutions utilisees. 

De facon avantageuse, on melange les reactifs, e'est-d-dire les agents de couplage tels que tretrazol , 
45 et les reactifs monomeres, d'une part, et/ou les differents reactifs de la solution d'oxydation, d'autre part, im- 
mediatement en amont du reacteur ou, eventuellement, juste en amont d'un systeme de distribution des reac- 
tifs dans un systeme multicolonne. De la sorte, on reduitles volumes morts non utilisables. 

En particulier, on chauffe les reactifs avant de les introduce dans le reacteur et , le cas echeant, avant d 
les meianger. 

so En effet, si on chauffe les reactifs seulement apres leur melange, on observe une inactivation mutuelle 

et une perte de reactivite sur la colonne. Plus precisement, le melange pr6coce (trop loin du reacteur) des reac- 
tifs peut conduire & des reactions secondaires gdnantes. En particulier, le melange du tetrazole (acide faible) 
et des phosphoramidites peut entrainer la detritylatton d'une partie des monomeres. Les phosphoramidites 
peuvent ensuite r6agir les uns avec les autres. Ce type de reactions conduit d la formation d'homopolymeres 

55 qui peuvent ou non r6agir avec I'oligonucieotide fixe au support. On peut constater, dans ce cas, la formation 
d'oligonucieotides plus longs que souhaite. Quoi qu'il en soit le rendement de synthes en est toujours dimi- 
nue. Bien evidemment, ces phenomenes sont accentues par le chauf fage. II convient done de chauffer les reac- 
tifs avant de les meianger. 

6 
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Dans les react urs utilises avant la pres nte invention, au-dessus de 30°C les reactifs se degradent ra- 
pidement Mais grace au r'acteur selon la presente invention, qui favoris la cinetique des reactions, il est 
possible d'augmenter la temperature jusqu'a 90°C (entre 20 et 90°C), d preference on regie la temperature 
du reacteur entre 30 et 60°C, notamment a 45 C C. 
s D maniere avantageuse. I'etape de deprotection en milieu acide se fait avec du TFA (acide tnfluoroace- 
tique) dans du dichlorethane. On utilise notamment une solution 1% v/v d'Acide Trifluoroacetique dans le di- 
chloroethane extra-sec, lors de I'etap de liberation d la fonction 5' hydroxyle terminal (etape 4), en rem- 
placement de la solution standard (2% d'Acide Dichloroacetique dans le dichloromethane). Cette recomman- 
dation permet en particulier de s'affranchir des phenomenes d'ebullition eventuels de dichloromethane, lors- 
io que la temperature de travail excede 40 C C. 

Le melange de I'acide acetique et de la pyridine provoque une augmentation des temperatures de 40 a 
60°C qui facilitent I'entretien de la temperature auxdites temperatures. 

Grace aux rendements de couplage tres eleves (vraisemblablement superieurs a 99%) du precede selon 
Invention, I'etape de blocage ( ou "capping") des fonctions 5'-OH n'ayant pas reagi (etape 3) s'avere, dans 
15 la plupart des cas, peu efficace, voire complement inutile et peut done etre omise. Ainsi, on ne remarque 
pas d'accumulation des fragments de synthese de taille n-1 comme on pourrait s'y attendre si on n'effectue 
aps d'etape de capping. Vraisemblablement, lorsque I'efficacite des reactions est optimale, les especes qui 
n'ont pas reagi sont definitivement inaccessibles. 

Selon une autre caracteristique de la presente invention I'etape d'oxydation se fait avec de I'iode dans 
20 I'acide acetique et de la pyridine. Ainsi, en lieu et place de la solution d'oxydation classique, on utilise sepa- 
rement deux reactifs, Pun constitue par exemple, par une solution d'iode saturee dans I'acide acetique glacial, 
i'autre etant de la pyridine ultra-pure. Ces reactifs sont avantageux en ce que. a I'etape d'oxydation (etape 2 
ci-dessus) ces deux solutions peuvent etre melangees en quantites stochiometriques a I'entree du reacteur. 
Le melange ainsi forme est injecte dans le reacteur et assure instantanement et quantitativement I'oxydation 
25 de la liaison internucleotidique nouvellement formee. Ainsi, on tire avantage de la stabilite des deux solutions 
separees en garantissant indef iniment la reproductibilite de I'etape d'oxydation. 

La presente invention a egalement pour objet un reacteur pour preparer des polynucleotides selon un pro- 
cede de I'invention. le reacteur ayant une forme de colonne contenant un support solide a travers lequel on 
fait circuler les solutions de reactifs et/ou solvants. caracterise en ce que la phase solide constituent le support 
30 solide est immobilisee dans (edit reacteur de sorte que lesdites solutions migrent dans la colonne et a travers 
ladite phase solide selon une progression frontale, les solutions successives de chaque etape d'un cycle de 
synthese ne se melangeant pas ou peu. 

En particulier, la presente invention a done pour objet un reacteur utile dans un precede de preparation 
de polynucleotides sur support solide, caracterise en ce qu'il est constitue d'une colonne cylindrique entiere- 
35 ment remplie par les particules de materiaux poreux constituant le support solide tel que decnt ci-dessus 

La presente invention a enf in pour objet un dispositif pour la synthese de polynucleotides sur support solide 
comportant un reacteur thermostate, et un collecteur thermostate qui realise la collecte, le chauffage a la tem- 
perature du reacteur puis le melange des reactifs avant leur introduction dans le reacteur. 

D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention apparaitrbnt a la lumiere de la description 

40 detaillee qui va suivre. 

On a realise deux synthetiseurs d'oligonucleotides ou de polynucleotides concus sur la base des amelio- 
rations techniques ci-dessus decrites. Les performances, la productivite de ces deux appareils s'en trouvent 
sensiblement augmentees par rapport aux appareils du marche. 

Le premier synthetiseur a ete congu pour synthetiser des quantites d'oligonucleotides comprises entre 50 
45 umoles et 1 mmole. Ces performances peuvent done etre companies a celles des synthetiseurs commerciaux, 
presents sur le marche, et capables de travailler a des echelles de synthese equivalentes. Cet appareil est 
appele "Synthetiseur LargeScale". II est represente sur la Figure 1 . 

La fonction du second appareil est de synthetiser, en parallele, 24 oligonucleotides ou polynucleotides dif- 
ferents L'echelle de chaque synthese est comprise entre 0,05 et 1 umole. Ace jour, cet appareil n'a pas d'equi- 
so valent. Sa productive peut etre rapprochee de celle de 6 synthetiseurs-4-colonnes du marche. on le denomme 
"Synthetiseur muiticolonne". II est represente sur la Figure 2. 
Ces deux appareils comprennent: 

- les recipients [(1 ) a (1 0)] contenant les reactifs. comportant chacun un module de pompage volumetrique 
detypeseringue[(11 a 20)]; 

55 - un collecteur thermostate [(21 )] dont les attributs sont la collecte, le chauffage et le contrile de la tem- 
perature et le melange des reactifs en mouvement. 
Le "Synthetiseur LargeScale" est equipe d'un reacteur de type "colonne remplie" dont les dimensions sont 
ajustees en fonction de l'echelle de synthese desiree [(22)]. 
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Le "Synthetiseur Multicolonn " est 6quipe de 24 micro-colonnes [(22)] de mSme type que I "Synthetiseur 
LargeScale" mais dont I s dimensions permettent de travailler aux 6chelles 0,05 umole, 0,1 umole t 0,2 umole 
et 1 umol . Entre le coilecteur et les reacteurs se trouve un distributee [(23)] charge de r6partir egalement 
I s r6actifs dans I s 24 colonnes. 
5 Enf in, un bloc compose de 24 eiectrovannes, asservies individu llement & chaque colonne, permet de se- 

lectionner, £ chaque etape de la synthase, les reacteurs "en s rvice". 

Les volumes, les debits et les temps d'attente sont sous le contrdle d'un ordinateur. Le programme g§re 
le bon enchamement et Tex6cution des cycles conformement aux sequences & synthetiser. 

Af in de garantir des conditions locales toujours identiques quel que soit le nombre de reacteurs en service, 
w le "Synthetiseur Multicolonne" fonctionne suivant un mode interactif. Ainsi, les volumes et les debits de chacun 
des r6actifs sont ajustes, & chaque instant, au nombre de syntheses en cours. 

A - Deroulement d'une synthase au phosphoramidite sur le Synthetiseur LargeScale 

15 L'echelle de synthese est choisie au moment du lancement du progra mme. 

Chaque synthase debute par un cycle d'initialisation qui permet de laver et de termostater le reacteur d 
la temperature de travail. 

Le programme comprend cinq cycles de synthase correspondant & chacune des quatre bases et aux even- 
tuelles bases modifiees. 

20 Les cycles de synthase se decomposed en etapes ou procedures de synthese qui s'enchafnent dans I'or- 

dre chronologique suivant: 

1) Detritylation : liberation de I'hydroxyle en position 5' du nucleoside ou de Toligonucieotide fix6 de fagon 
covalente au support solide, 

2) Premier lavage ; 

25 3) Addition de la base : condensation du monomere de type phosphoramidite sur I'hydroxy 5* terminal libre 

du nucleoside ou de ('oligonucleotide fixe au support solide. Formation de la liaison internucieotidique ; 

4) Second lavage ; 

5) Oxydation de la liaison internucieotidique de type phosphite precedemment formee en phosphate : 

6) Troisi6me lavage. 

30 Ces cycles sont r6pet6s autant de fois que le necessite la synthese d'oligonucieotide ou d'un polynucleo- 

tide de longueur souhaitee, 

B - D6roulement d'une synthese sur le Synthetiseur Multicolonne 

35 L'echelle de synthese est choisie au moment du lancement du programme. 

Chaque synthese debute par un cycle d'initialisation qui permet de laver et de thermostater les reacteurs 
& la temperature de travail. 

II n'existe qu'un seul cycle de synthese qui est repute autant de fois que le necessite la fabrication des 24 
oligo- ou polynucleotides. 
40 Ce cycle peut etre decompose de la fagon suivante : 

a) Selection des colonnes d detrityler. 

1) Detritylation : liberation de I'hydroxyle en position 5' du nucleoside ou de I'oligonucieotide fixe de 
fagon covalente au support solide. 

2) Premier lavage : 

45 b1 ) Selection des colonnes devant recevoir la base A. 

3-1) Addition de la base A: condensation du monomere A de type phosphoramidite sur I'hydroxy 
5' terminal libre du nucleoside ou de ('oligonucleotide fixe au support solide. Formation de la liaison inter- 
nucieotidique. 

b2) Selection des colonnes devant recevoir la base G. 
so 3-2) Addition de la base G: condensation du monomere G de type phosphoramidite sur I'hydroxy 

5' terminal libre du nucleoside ou de ('oligonucleotide fixe au support solide. Formation de la liaison inter- 
nucieotidique. 

b3) Selection des colonnes devant recevoir la base T. 

3-3) Addition de la base T : condensation du monomere T de type phosphoramidite sur ('hydroxy 
55 5* terminal libre du nucleoside ou de I'oligonucieotide fixe au support solide. Formation de la liaison inter- 

nucieotidique. 

b4) Selection des colonnes devant recevoir la base C. 

3-4) Addition de la base C: condensation du monomere C de type phosphoramidite sur I'hydroxy 
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5' terminal libra du nucleoside ou de ('oligonucleotide fixe au support solide. Formation de la liaison inter- 
nucleotidique. 

c) Selection des colonnes a oxyder. 
4) Second lavage. 

5 5) Oxydation de la liaison internucleotidique de type phosphite pr6cedemment formee n phosphate. 

6)Troisifcm lavage. 

Description des etapes ci-dessus citees 

w Chaque etape peut etre decrite en se referant aux sch6mas fournis des synthetiseurs (Figures 1 et 2). 

1) Detritylation : le reactif n° 10, prtferentieilement une solution d'Acide Trifluoroacetique a 1% v/v dans 

du dichloroethane extra-sec, est pousse au travers du reacteur au moyen du module de seringue n° 10. 

Le volume necessaire est compris entre 2 et 10 fois le volume du reacteur vide. 

Le debit dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 
is Cette unite de debit en cm/min represente en fait la vitesse lineaire des solutions a I'interieur de la colonne 

et est done independante du diametre de la colonne. 

Les debits en volume doivent etre ajust6s en fonction du diametre du reacteur. Pour changer la taille du 
reacteur en conservant localement les conditions de synthfcse, il suff it de modifier le debit en volume en 
faisant en sorte que la vitesse lineaire a I'interieur du reacteur, donnee en cm/min, ne change pas. 

20 Les debits que I'on utilise sont compatibles avec les constantes de diffusion dans les pores, e'est-a-dire 
que la vitesse lineaire des solutions a I'interieur de la colonne n'est pas superieure a la vitesse de diffusion 
a travers les pores. Dans le cas contraire, on aurait une faible eff icacite des reactifs et des lavages condui- 
sant a la diminution des rendements de synthese. 
Le temps total de reaction est compris entre 10 et 120 secondes. 

25 2) Premier lavage : le r6actif n° 1, pref6rentiellement de I'acetonitrile extra-sec, est pousse au travers du 
reacteur au moyen du module de seringue n° 1. 

Le volume n6cessaire est compris entre 2 et 10 fois le volume du reacteur vide. 
Le debit dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 

3) Couplage : les reactifs n° 3, ou n° 4, ou n° 5, ou n° 6, ou n° 7, et n° 2, respectivement une solution 0,1 
30 M de chaque monomere et une solution 0,45% de tetrazole dans racetonitrile, sont pousses conjo.ntement 

au travers du r6acteur au moyen des modules de seringue n° 3 ,ou n° 4 , ou n° 5, ou n° 6, ou n° 7, et n° 
2 respectivement. 

Les rapports des volumes et des debits des r6actifs n* 3, ou n° 4, ou n° 5, ou n° 6, ou n° 7, et n 2 peuvent 
etre differents del. 

35 Le volume total necessaire est compris entre 2 et 10 fois le volume du reacteur vide. 
Le debit global dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 
Le temps de reaction est inferieur a 1 minute. 

4) Second lavage : le r6actif n° 1 , preferentiellement de I'acetonitrile extra-sec, est pousse au travers du 
reacteur au moyen du module de seringue n° 1. 

40 Le volume necessaire est compris entre 0,5 et 5 fois le volume du r6acteur vide. 
Le d6bit dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 

5) Oxydation : les r6actifs n° 8 et n° 9, respectivement une solution saturee d'iode dans I'acide ac6tique 
glacial et de la pyridine ultra-pure, sont pousses conjointement au travers du reacteur au moyen des mo- 
dules de seringue n° 8 et n° 9 respectivement 

45 Les rapports des volumes et des debits des reactifs n° 8 et n° 9 sont egaux a 1 . 

Le volume total necessaire est compris entre 1 et 5 fois le volume du reacteur vide. 
Le debit global dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 
Le temps de reaction est inferieur a 30 secondes. 

6) Troisieme lavage : le reactif n° 1 , preferentiellement de racetonitrile extra-sec, est pousse au travers 
so du reacteur au moyen du module de seringue n° 1. 

Le volume necessaire est compris entre 1 et 5 fois le volume du reacteur vide. 
Le debit dans la colonne est inferieur a 500 cm/min. 

Les exemples de tallies de realisation qui suivent servent a illustrer le procede selon ('invention. 
55 Ex_mple1 : Svnthes d'un oligonucleotide, a I'echeli 30 urn les , a Taide du Synth 'tis urLargeSca- 

L'appareil utilise est celui decrit pr6cedemment. 
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Le reacteur utilise est une colonne cylindrique en verre, de diametre 10 mm et de hauteur 25 mm. 

La temperature d travail est de 45°C. 

Les cycles de synthase sont detailles dans le Tableau 1. 

On a synthase, dans ces conditions, un oligod6oxynucieotide, long d 18 bases, dont la sequence est 
5 d(ACG TTCCTCCTCCGG GAA). 

Le r6acteur est rempli soigneusement avec 0,66 g de CPG 500A(CPG INC., USA), "derivatise* par le pre- 
mier nucleoside A. La capacity du support est de 45 umoles/g (density de 3 ml/g). 
10 L'echelle de synthase est de 30 umoles. 

Apr6s une etape de lavage par rac6tonitrile, on execute 17 fois le cycle de synthase telqu'il est decrit 
dans le Tableau 1. 

Dans ces conditions, ('oligonucleotide, de longueur souhaitee, conserve le groupement transitoire dime- 
thoxytrityl en position 5' terminate. 
15 ^oligonucleotide est separe de la CPG et libere des groupements protecteurs permanents par un traite- 

ment approprte du support, "derivatise'' suivant la methode ci-dessus decrite, par 1 0 ml d'une solution aqueus 
d'ammoniaque a 30%, pendant 16 heures & 55°C. 

Apres avoir ajoute 40 ml d'ethanol absolu et 1 ml d'une solution aqueuse d'a estate de sodium 3M, I'oligo- 
nucieotide est mis a prectpiter pendant deux heures a 0°C. 
20 Le precipitat est ensuite f iltre sur une membrane lopridyne 1 ,2 u (PALL S A, FRANCE) et resolubilise dans 

10 ml d'eau. 

Apr&s lecture de la density optique & 260 mm, on obtient 4000 U.D.O., soit 120 mg de melange brut d 
synthase. 

La purete de ('oligonucleotide de longueur souhaitee, estimee par HPLC sur colonne de phase inverse, 
25 est de 88%. 

Exemple 2 : Synthase d'un oligonucleotide, h l'6chelle 77 umoles, a Paide du Synth6tiseur LargeSca- 
le 

30 L'appareil utilise est le m§me que pour I'exemple precedent. 

Le reacteur utilise est une colonne cylindrique en verre, de diametre 10 mm et de hauteur 25 mm. 

La temperature de travail est de 45°C. 

Les cycles de synthase sont detailles dans le Tableau 2. 

On a synthetise, dans ces conditions, un oligod6oxynucieotide, long de 18 bases, dont la sequence est 

35 

d(Trc CGC CAG GAG GAA CGT). 

Le reacteur est rempli soigneusement avec 0,66 g de CPG 500A High-Loaded, "derivatise" par le premier 
nucleoside T. La capacite du support est de 110 umoles/g, sa densite de 3 ml/g (MILLIPORE SA, FRANCE). 
40 L'echelte de synthase est de 77 umoles. 

Apres une etape de lavage par I'acetonitrile, nous avons execute 17 fois le cycle de synthase tel qu'il est 
decrit dans le Tableau 2. 

Dans ces conditions, I'oligonucieotide, de longueur souhaitee, conserve le groupement transitoire dime- 
thoxytrityl en position 5* terminale. 
45 Les conditions de deprotection et de recuperation de I'oligonucieotide sont les memes que celles decrites 

d I'exemple precedent 

Apres lecture de la densite optique a 260 nm, on obtient 8500 U.D.O., soit 255 mg de melange brut de 
synthase. 

La purete de I'oligonucieotide de longueur souhaitee, estimee par HPLC sur colonne de phase inverse, 
so est de 84%. 

Exemple 3 : Synthase d'un oligonucleotide, a l'echelle 100 umoles, a I'aide du Synthetiseur large 
Scale 

55 L'appareil utilise est le me me que pour I'exemple precedent. 

Le r6acteur utilise est une colonne cylindrique en verre, de diametre 15 mm et de hauteur 34 mm. 

La temperature de travail est de 45°C, 

Les cycles de synthese sont detailles dans le Tableau 3. 
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On synthase, dans ces conditions, un oligodeoxynuc!6otid , long de 56 bases, dont la sequence est 

d(TAA CCA CAC TIT TTG TGT GGT TAA TCA TCT ACA CTTATTTTTTAA CTG TAG 
s ATC AT). 

Le reacteur est rempli soigneusement avec 2 g de CPG 500A, w d6rivatise w par le premier nucleoside T. La 
capacite du support est de 50 u moles/g, sa density de 3 ml/g (MILLIPORE S.A., FRANCE). 
L'6chelle de synthase est de 100 umoles. 
w Aprfcs une etape de lavage par I'acetonitrile, nous avons execute 55 fois le cycle de synthase tel qu il est 

d6crit dans le Tableau 3. . . 

Dans ces conditions, l'o!igonucl6otide, de longueur souhaitee, conserve le groupement transito-re dime- 

toxytrityl en position 5' terminale. 

Les conditions de detection et de recuperation de ('oligonucleotide sont les mSmes que celles d6cntes 

15 aux exemples precedents. 

Aprfcs lecture de la density optique k 260 nm, on obtient 31 000 U.D.O., soit 930 mg de melange brut de 

synthase. J 

La purete de ('oligonucleotide de longueur 56-m£res, estimee par HPLC sur colonne de phase inverse, 

estde61%. 

Example 4 : Synthases simultanees de 24 oligonucleotides differents S I'aide du Synthetiseur Multi- 
colonnes 

Les reacteurs sont des micro-colon nes metalliques de diametre 1 ,5 mm et de hauteur 6 mm. 
25 La temperature de travail est de 50°C. 

Les cycles de synthase sont details dans le Tableau 4. 

Nous avons synthetise, dans ces conditions, les oligod6oxynucl6otides dont les sequences sont donnees 
dans le Tableau 5. 

Les reacteurs sont remplis rdguliftrement avec 2 mg de CPG 500 A universale comportant un groupe 
so epoxyde (prepare selon I'exemple 1 de la demande de brevet FR 93 08498). La capacite du support est de 50 
umoles/g (GENSET S.A., FRANCE) (densite: 3 ml/g). 
L'echelle de synthase est de 0,1 umoles. 

Apr&s une etape de lavage par I'acetonitrile; nous avons execute les operations decntes dans le Tableau 
4 autant de fois que le necessite la synthase des 24 oligod£oxynucl6otides du Tableau 5. 
35 ' Les conditions de detection et de recuperation de I'oligonucleotide sont les memes que celles d6cntes 
aux exemples precedents. 

Apres lecture de la densite optique k 260 nm, on obtient, en moyenne, 11 U.D.O. de chacun des oligonu- 
cleotides, soit 0,33 mg. La purete des oligonucleotides, estimee par HPLC, sur colonne de phase inverse pour 
les oligodeoxynucleotides 5' OTrityl, et sur colonne echangeuse d'anions pour les oligonucleotides 5'OH, ex- 
40 cede 84%. 

Exemple comparatif 5 

Le Tableau 6 ci-apres pr6sente les caracteristiques des syntheses effectu6es avec des reacteurs £ flui- 
45 disation commercialisees par APPLIED BIOSYSTEMS et MILLIPORE telles que decrites dans la litterature. 
Les synthetiseurs utilises sont les suivants: 
- SYNTH ETISEUR APPLIED, modele 394 : 
. reacteur en forme de colonne: 
diametre 5 mm 
50 hauteur 6 mm 

volume 0,11 ml 
. support solide: 

CPG 500 A (CPG INC., USA) 
capacite; 30 umoles/g 
55 densite: 3 ml/g 

Pour une synthese e rechelle 0,2 umole: 
6,7 mg de CPG, soit un volume de 
0,02ml et un taux de remplissage de 20%. 
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- SYNTHETISEUR MILLIPORE module 8800: 

. RSacteur en forme de recipient de 225 ml, utilisabl avec 1 & 15 g de CPG. 

- Pour nos exemples: 

. methode "STANDARD" pour 100 umoles 
5 . support solide: 

CPG 500A (MILLIPORE SA, FRANCE) 
capacity 30 umoles/g 
densitS: 3 ml/g 
Pour 100 umoles: 
w 3,33 g de CPG 

soit 10 ml de phase et un taux de remplissage de 4,5%. 
. m6thode "AMELIOREE" pour 100 umoles 
. support solide: 

CPG 500A HIGH-LOADED (MILLIPORE S.A., FRANCE) 
is capacity 100 umoles/g 

density: 3 ml/g 
Pour 100 umoles: 
1 g de CPG 

soit 3 ml de phase et un taux de remplissage de 1,3%. 
20 En comparaison aux resultats dgcrits aux Exemples 1 h 4 t la diminution de la durSe de synthese et des 

quantites de r£actifs est considerable. 
Pour la synthese de 100 umoles : 

- avec le proc6d6 selon I'invention (Exemple 3 et Tableau 3), on utilise 118 ml de rSatifs et solvants, et 
la dur&e de synthase est de 3 minutes par cycle de synthase ; 

25 - avec une colonne MILLIPORE, on utilise 500 ml de r§actifs et solvants, et la duree de synthese est de 

20 minutes par cycle. 
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TABLEAU 3 
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TABLEAU 6 
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SYNTUBTSEURS 
CARACTERISTIQUES 
ECHELLE DE SYNTHESE 
METHODE 


ABI 394 
4 COLONNES 
0,2 umoles 
STANDARD* 


MILL! PORE 
LARGE-SCALE 
100 umoles 
STANDARD" 


MILLIPORE 
LARGE-SCALE 
100 umoles 
AMEUORE** 


10 


REACTIFS 


(ml) 


(ml) 


(ml) 




MONOMERES 0,1 M 


0.1 10 


5 


2,62 


15 


SOLUTION DETETRAZOLE 


0,400 


20,3 


19 




CAP A (anhydride acetique) 


0,290 


9 


6,25 


20 


CAP B (N-Methylimidazole) 


0,260 


t1.6 


8,65 




DEBLOCK (TCA/DCM) 


1.100 


84,3 


68,75 


25 


SOLUTION D'lOOE 


0.350 


40 


33 




ACETONITRILE 


8.000 


376 


286,25 


30 


TOTAL 


10,510 


546,2 


424,52 




TEMPS PAR CYCLE 


6 mln. 


20 mln. 


22 mln. 
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M POSTER COMMUNICATION 



Revendications 

45 

1. Precede de preparation de polynucleotides sur support solide dans un reacteur en forme de colonne a 
travers laquelle on fait circuler les solutions de reactifs et/ou sotvants, caracterise en ce que la phase 
solide constituant ledit support solide est immobilisee dans ledit reacteur, et lesdites solutions migrent 
dans la colonne et a travers la phase solide selon une progression frontale, de sorte que les solutions 

so successives de chaque etape d'un cycle de synthase ne se meiangent pas. 

2. Procede de preparation de polynucleotides sur support solide dans un reacteur en forme de colonne a 
travers laquelle on fait circuler les solutions de reactifs et/ou solvants, caract6ris6 en ce que le reacteur 
est une colonne enticement remplie de particules d'un materiaux poreux constituant ledit support solide. 

55 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce que le reacteur a la forme d'une colonne cylin- 
drique. 
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4. Precede selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la phase solide est constitute d par- 
ticules consistant dans des microbilles poreuses. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que le reacteur est maintenu a une tem- 
5 peratur comprise entre 30°C et 60°C, de preference de I'ordre de 45°C. 

6 Procede selon I'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce qu'on chauff I s reactifs a la temperature 
du reacteur avant de les introduire dans ledit reacteur et. le cas echeant, avant de les melanger. 

7. Procede selon I'une des revendications 1 a 6 caracterise en ce que I'etape de deprotection se fait avec 
10 du TFA dans du dichloroethane. 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que I'etape d'oxydation se fait avec de 
I'iode dans I'acide acetique et de la pyridine. 

is 9 Reacteur pour preparer des polynucleotides selon un procede des revendications 1 a 8, le reacteur ayant 
une forme de colonne contenant un support solide a travers lequel on fait circuler les solutions de reactifs 
et/ou solvants, caracterise en ce que la phase solide constituant le support solide est immobilisee dans 
ledit reacteur de sorte que lesdites solutions migrent dans la colonne et a travers ladite phase sol.de selon 
une progression frontale. les solutions successes de chaque etape d'un cycle de synthese ne se me- 

20 langeant pas ou peu. 

10 Reacteur utile dans un procede de preparation de polynucleotides sur support solide selon I'une des re- 
vendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il est constitue d'une colonne cylindrique entierement remplie 
par les particules de mat6riaux poreux constituant le support solide. 

25 11. Reacteur selon la revendication 10 caracterise en ce que les particules sont des microbilles poreuses. 

12. Reacteur selon I'une des revendications 9 a 11, caracterise en ce que le reacteur peut etre thermostate 
a une temperature entre 30°C et 60°C. de preference 45°C. 

30 13 Dispositif pour la synthese de polynucleotides sur support solide comportant le reacteur thermostate se- 
lon I'une des revendications 9 a 12, et un collecteur thermostate qui realise la collecte, le chauffage a la 
temperature du reacteur, puis le melange des reactifs avant leur introduction dans le reacteur. 
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